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RESUMEN

Las bacterias y los hongos desempefian una funcién importante en suelos
contaminados debido a que ciertos géneros y especies tienen la capacidad de
degradar o transformar los contaminantes a sustancias menos toxicas. En el
presente trabajo, se evaluo el proceso de biorremediacién en reactores slurry a
suelos contaminados por hidrocarburos provenientes de dos localidades
ubicadas al Norte de Veracruz: Tierra Blanca Boxter y Temapache. Se
recolectaron muestras de los suelos contaminados mediante un muestreo
dirigido para el andlisis de las propiedades fisicoquimicas y el aislamiento e
identificacion de bacterias y hongos nativos de los suelos. Una vez realizado el
aislamiento microbiano, se seleccionaron los microorganismos con capacidad
degradativa, dicha capacidad se comprobé con medio solido Bushnell Haas
donde el petréleo es la fuente de carbono y energia. Se realiz6 el proceso de
biorremediacion aplicando la técnica de biorreactores y bioaumentacion. El
proceso consto de tres tratamientos, el primero bioaumentacion con bacterias, el
segundo bioaumentacién con hongos y el tercero bioaumentacion con bacterias
y hongos. El experimento tuvo una duracion de 30 dias y resulto mas efectivo el
tratamiento con hongos y bacterias para ambos sitios, el porcentaje de remocién
de HTP fue de 25.31% (TBB) y 68.43% (T). Por lo anterior, el proceso de

biorremediacion con la técnica empleada se consideré efectivo.

Palabras clave: Bacterias, hongos, contaminacion, hidrocarburos,

bioaumentacion, biorreactores, degradacion.
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l. INTRODUCCION

El suelo es un recurso natural, compuesto por sélidos liquidos y gases, que se
caracteriza por tener capas diferentes (Volke et al., 2005; FAO, 2017). Este
recurso natural desempefia funciones medioambientales, sociales vy
econdmicas, dentro de las cuales pueden mencionarse: produccion, ambiente
bidtico, regulacion climéatica e hidrolégica, almacenamiento de nutrientes y
materias primas, control de residuos y contaminacion, entre otras (Silvay Correa,

2009).

En México, existe actualmente una gran cantidad de sitios contaminados por
sustancias organicas e inorganicas, debido principalmente a las actividades
industriales (Volke y Velasco, 2002). El estado de Veracruz es uno de los lugares

mas contaminados a nivel nacional (INE, 2007).

La industria petroquimica ha ocasionado uno de los problemas mas serios en
materia de contaminacion de suelos (Martinez-Prado et al., 2011). Los derrames
de hidrocarburos son comunes durante los procesos de produccion,

comercializacidn, almacenamiento y distribucién (Serrano et al., 2013).

No obstante, actualmente existen diferentes tecnologias para recuperar el suelo
contaminado. Dentro de los tratamientos biol6gicos esta la biorremediacion, este
proceso consiste en utilizar organismos naturales o genéticamente modificados
con la capacidad de degradar compuestos orgénicos (Torres, 2003). El objetivo
de las técnicas de remediacion es transformar contaminantes nocivos a menos

toxicos (Chan et al., 2015).

Por lo anterior la presente investigacion tuvo por objetivo determinar la
concentracion de hidrocarburos en dos localidades: Temapache y Tierra Blanca

1



Boxter bajo la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 y evaluar la degradacién de
estos a través consorcios bacterianos y fungicos utilizando un reactor de suelos

activados.



.  ANTECEDENTES

2.1. Suelo

El suelo es un componente natural de caracter multifuncional, que se destaca
por proveer una amplia variedad de funciones tales como servir de alimento para
las plantas, almacenar nutrientes y poseer materia organica proveniente de
restos animales y vegetales, entre otros (Silva y Correa, 2009; FAO, 2017,

SEMARNAT, 2013).

2.2. Contaminacion por hidrocarburos en suelo

El petréleo es un elemento importante para las actividades humanas como fuente
de energia y como materia prima (Raiger y Lépez, 2009). En México la industria
petrolera ocupa uno de los principales lugares de importancia por los beneficios
econdmicos que genera; sin embargo, sus actividades son también una fuente
notable de contaminacion debido a que pueden ocasionar dafios significativos al
medio ambiente (Mendoza et al., 2010), ya que los hidrocarburos pueden
ingresar mediante yacimientos naturales y por derrames accidentales o

provocados por el hombre (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015).

Los hidrocarburos estan formados por cadenas compuestas de atomos de

carbono e hidrégeno y se clasifican de la siguiente forma:

e Hidrocarburos biogénicos: Aquellos que se encuentran de manera natural
y son sintetizados por microorganismos (bacterias), plantas y animales

terrestres y marinos (INE, 2007; Ortinez et al. 2003).



e Hidrocarburos antrépicos: Aquellos que se generan durante actividades

industriales (INE, 2007; Ortinez et al. 2003).

2.3. Normatividad

Debido a la problemética de contaminacion de hidrocarburos en suelo surge
entre otras, la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, Limites maximos permisibles
de hidrocarburos en suelos y lineamientos para el muestreo en la caracterizacion

y especificaciones para la remediacion.

La norma citada anteriormente contiene métodos analiticos que se deben utilizar
para evaluar las concentraciones de hidrocarburos presentes en los suelos
contaminados. Los hidrocarburos que se pueden determinar son: Hidrocarburos
de fraccion ligera, hidrocarburos de fraccion media e hidrocarburos de faccién
pesada. Asi mismo, especifica los lineamientos para el plan de muestreo en la
caracterizacion, los tipos de muestreo que se pueden emplear (muestra
duplicada, muestra simple, muestreo dirigido, muestreo estadistico) y las
especificaciones ambientales para la remediacion en donde indica que en el caso
de que la concentracion de hidrocarburos en todas las muestras de suelo
analizadas durante la caracterizacion sean iguales o menores a los limites
maximos permisibles de contaminacién establecidos, no serdn necesarios los
trabajos de remediacién. De lo contrario, si el suelo durante la caracterizacion
presenta concentraciones de hidrocarburos por arriba de los limites maximos

permisibles de contaminacion establecidos, debe ser remediado.



2.4. Tecnologias aplicadas a la remediacion

De acuerdo con Volke y Velasco (2002) e INECC (2007) las tecnologias de

remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, con base en los

siguientes principios:

e Destruccibn o modificacion de los contaminantes. Estas tecnologias
modifican la estructura quimica del contaminante.

e Extraccion o separacion. Los contaminantes del sitio afectado son extraidos
0 separados.

e Aislamiento o inmovilizacién del contaminante. Se utilizan métodos fisicos o
guimicos para estabilizar el contaminante.

Lugar de realizacion del proceso de remediacion. En general, se distinguen dos

tipos de tecnologia:

e In situ. Aquellas que se realizan en el sitio en donde se encuentra la
contaminacion.
e Ex situ. Aquellas que se realizan fuera del sitio donde se encuentra la

contaminacion (Laboratorio).

Tipo de tratamiento. Esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de

remediacion y se divide en tres tipos de tratamiento:

e Tratamientos bioldgicos (biorremediacién). Este tipo de tratamientos
consiste en la utilizacion de organismos vivos (plantas, hongos y
bacterias) con la capacidad de transformar los contaminantes de un sitio

determinado a sustancias menos toxicas.



e Tratamientos fisicoquimicos. Este tipo de tratamientos consiste en

determinar las propiedades fisicas y quimicas del sitio contaminado.

2.5. Tratamientos de remediacion biolégicos

2.5.1. Tratamientos in situ

Existen diferentes tipos de tratamientos bioldgicos in situ, los cuales se presentan

a continuacion:

Bioventeo. Consiste en estimular la actividad microbiana por medio de la

inyeccion de aire en el sitio contaminado.

Bioaumentacion. Es la adicion de microorganismos con la capacidad de

degradar un contaminante.

Bioestimulacion. Consiste en la adicion de oxigeno y nutrientes al suelo

contaminado con el fin de estimular la actividad de los microorganismos nativos.

Biolabranza. Se refiere a airear el suelo almacenado en montones y ahi mismo

agregar agua y nutrientes.

Atenuacion natural. Proceso natural que permite reducir la concentracion y

toxicidad de los contaminantes.

Fitorremediacion. Es un proceso que utiliza plantas para remover

contaminantes en suelos, sedimentos y agua.



2.5.2. Tratamientos ex situ.

Existen diferentes tipos de tratamientos biol6gicos in situ, los cuales se presentan

a continuacion:

Composteo. En este proceso el material contaminado es mezclado residuos

tales como paja fresca o seca, aserrin, estiércol y desechos agricolas.

Biopilas. Consiste en formar pilas con el suelo contaminado y estimular la

actividad microbiana, agregando aire, agua y nutrientes.

Biorreactores. Es la combinacion de procesos quimicos, fisicos y biolodgicos que

favorecen la biodegradacion de un contaminante.

Trabajos de remediacion con reactores slurry

Machin-Ramirez y colaboradores en el 2007, evaluaron la biodegradacion de
hidrocarburos de un lodo proveniente de Minatitlan, Veracruz, utilizando un
consorcio bacteriano el cual estaba conformado por seis especies diferentes de
bacterias, estas especies pertenecian a los géneros Pseudomonas, Bacillus y
Serratia. El proceso de biorremediacién se llevo a cabo a través de un biorreactor

slurry en un periodo de 15 dias donde obtuvieron 24% de degradacion.

Aburto-Medina y colaboradores en el 2012, realizaron la comparaciéon de
bacterias nativas y exdgenas durante la remediacion de suelos contaminados
por hidrocarburos mediante un biorreactor slurry, el experimento estaba
compuesto de tres tratamientos: Suelo contaminado con hidrocarburos mas
agua, suelo contaminado con hidrocarburos mas agua y nutrientes y suelo

contaminado con hidrocarburos mas lodo activado y nutrientes (bioaumentacion)



estos tratamientos se realizaron durante 42 dias donde la remocion de

hidrocarburos vario de 41.3-51.6 %.

Las técnicas bioldgicas han demostrado ser un método ecolbégicamente
sustentable al reducir la concentracion de sustancias derivadas del petréleo en
ambientes contaminados mediante la actividad hidrocarburolitica de
microorganismos nativos (Brutti et al., 2018). Por lo anterior y debido al impacto
causado por fugas en pozos petroleros de las localidades de Tierra Blanca
Boxter y Temapache, Veracruz se realizé la caracterizacion de ambos sitios
donde se analizaron los pardametros fisicos y quimicos, el aislamiento de
microrganismos nativos con capacidad degradativa y la extraccién de los
hidrocarburos bajo la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, con el fin de proponer

y aplicar la técnica bioldgica RSA.

2.6. Microorganismos utilizados en biorremediacion

2.6.1. Bacterias

Durante el proceso de degradacion actian varias especies de bacterias, cada
una de estas posee un metabolismo diferente, lo que beneficia dicho proceso ya
gue pueden consumir hasta 100 % del petréleo de un sitio contaminado. La
diversidad de especies y géneros se debe a que estos microorganismos tienen
afinidad por ciertos hidrocarburos ademas de la influencia de algunos factores
(pH, temperatura, salinidad, etc.) los cuales determinan las poblaciones durante
la degradacion (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015). De las bacterias mas
comunes que participan en la degradacién de hidrocarburos en suelo, se

encuentran referidas en el cuadro 1.



Cuadro 1. Bacterias comunes que participan en la degradacién de hidrocarburos.

Microorganismo % de Periodo de Referencia
degradacién incubacién bibliografica
Pseudomonas, 24 % 15 dias Machin-Ramirez et al.,
Serratia y Bacillus 2007
Aquabacterium y 41.3-51.6 % 42 dias Aburto-Medina et al.,
Haliscomenobacter 2012
Halomonas sp. 95 % 120 dias Haddad et al., 2015
Ochrobactrum cytis, 54-93 % 30 dias Abou-Shanab et al.,
Ochrobactrum 2016
anthropi y
Sinorhizobium

meliloti
Pseudomonas spp. 95-96.1 % 90 dias Koshlaf et al., 2016
y Alcanivorax spp.

Bacillus 84.15 % 35 dias Patowary et al., 2016
Stenotrophomonas 99.1 % 7 dias Zhu et al., 2016
sp. y Pseudomonas

sp.
2.6.2. Hongos

A pesar de que gran parte de los estudios de biorremediacién se centran en las

bacterias por su capacidad de metabolizar hidrocarburos y por llevar a cabo

modificaciones genéticas que permiten degradar determinados contaminantes,

la capacidad de los hongos para transformar una gran variedad de compuestos

organicos y convertirlos en CO? y H>O ha beneficiado los procesos de

descontaminacion ya que a diferencia de las bacterias, los hongos a través del

micelio colonizan diferentes tipos de sustratos lo que facilita el acceso a

contaminantes presentes en el suelo (Martin et al., 2004). De los hongos mas

comunes que participan en la degradacion de hidrocarburos en suelo encuentra

el género Aspergillus (Cuadro 2).




Cuadro 2. Hongos comunes que participan en la degradacién de hidrocarburos.

Microorganismo % de Periodo de Referencia
degradacién incubacién bibliografica
Acremonium, 5 %- 23.6 % 60 dias Petit et al., 2013
Aspergillus,
Fusarium,
Paecillomyces,
Peniciliumy
Trichoderma
Aspergillus Niger, 85 % 30 dias Medina et al., 2014
Aspergillus Flavus y
Aspergillus Terreus
Aspergillus niger y 70-80 % 90 dias Araujo et al., 2016
aspergillus flavus
Penicillium, 73.53 % 120 horas Vazquez Martinez et al.,
Fusariumy 2017
Aspergillus
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.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Realizar la caracterizacion y remediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos bajo condiciones experimentales en dos localidades de la zona

norte de Veracruz.

3.2.  Objetivos particulares

e Determinar las propiedades fisicas y quimicas del suelo contaminado de
Temapache y Tierra Blanca Boxter, Veracruz.

e Evaluar la concentracion de los HTP en los suelos contaminados.

e |dentificar y seleccionar cepas bacterianas y fungicas de los sitios
contaminados.

e Estimar la degradacion de HTP mediante consorcios bacterianos y fangicos.
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IV. AREA DE ESTUDIO

4.1. Localizacién del area de estudio

El area de estudio se encuentra ubicada en dos localidades del municipio de
Alamo Temapache: Temapache (T) y Tierra Blanca Boxter (TBB). Ambos sitios
presentan contaminacion por hidrocarburos la cual se deriva de las fallas en el

mantenimiento y operacion de pozos petroleros.

El municipio de Alamo Temapache se ubica en la region norte del estado de
Veracruz. Presenta una distancia de 380 kilbmetros a la capital del estado.
Debido a la posicién territorial marcada en el mapa general de la Republica
Mexicana, Alamo Temapache se encuentra situado entre los paralelos 20° 55'
latitud norte y entre los meridianos 97° 41' longitud oeste. La altitud promedio a
la que se sitla en este municipio es de 40 metros sobre el nivel del mar (Figura

1) INEGI, 2010).
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Figura 1. Mapa del Municipio de Alamo Temapache
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4.2. Delimitacién de la zona contaminada

Se realizd una visita prospectiva en ambos sitios, el area de estudio fue
delimitada mediante un GPS y para la elaboracion de los poligonos se utilizé el
programa Google Earth Pro y ArcGIS 10. La distribucion de la mancha de cada
sitio se encuentra marcada de color rojo y de color verde el area conservada
(Figura 2 y 3). En el terreno de Tierra Blanca Boxter se encontrd presencia de
cultivos dicha area presento desniveles en la superficie mientras que en

Temapache la superficie fue plana y rocosa.
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Figura 2. Poligono de un sitio contaminado por derrames de hidrocarburos
y de un sitio conservado de la localidad de Tierra Blanca Boxter, Ver.

13



\ TEMAPACHE

EOP0 BAOZ20 0240 80280 E40Z30 B40300
N SIMBOLGEI{.:« 101 w2 Ubicacion geografica Escala:
ea consern'a ) Localidad: Temapache .
Estado: Veracruz 1:600
. Municipio: Alamo Temapache
: Area contaminada (58 m2) pi P P ———

| Elabord: Giselle Medina Nufiez |

Parametros cartograficos
Sisternas de coecrdenadas: WOS 1084 UTM Zena 14 N
Frayecsidn: WES 1084
Unidsdas: Matras

WVERACR LUZANA

]

AREA DE ESTUDIq

Figura 3. Poligono de un sitio contaminado por derrames de hidrocarburos
y de un sitio conservado de la localidad de Temapache, Ver.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Tomade muestras y analisis de suelo

Se seleccionaron cinco puntos de muestreo en los sitios contaminados (T y TBB)
y se realiz6 una muestra compuesta., este muestreo fue dirigido de acuerdo con
Volke et al., 2005; NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012. La recoleccion de
muestras se realiz6 de manera superficial (0-30 cm), tomando como referencia
el area contaminada y el area conservada de cada sitio: En cada punto de

muestreo se extrajo 500 g de suelo a la profundidad 0-30 cm.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de suelos de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad Veracruzana en la ciudad
de Tuxpan, Veracruz donde fue tamizado con una malla de 2-3 mm para eliminar

cualquier tipo de residuo u otro material no deseado.

5.2. Andlisis fisicoquimicos del suelo

Una vez procesadas las muestras se realizaron los siguientes analisis
fisicoguimicos: clase textural por el hidrometro de Bouyoucos, densidad aparente
por el método de la probeta, humedad, pH, salinidad y temperatura con ayuda
del multiparametro, determinacién de fosforo con el equipo Hach y determinacién

de la materia organica por la técnica de Walkley y Black (1934).

5.2.1. Determinacion de la concentracion HTP en el suelo

Se determinaron los hidrocarburos presentes en el suelo de las dos localidades
mediante la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 y el método 3540 C de la EPA

(2015).
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Para la extraccion de los hidrocarburos en los suelos contaminados se utilizé un
equipo Soxhlet, tomando como referencia el método de la EPA 3540 C (2015),
utilizando 10 g de suelo seco y tamizado colocado en dedales de celulosa. Se
utilizaron matraces de bola con capacidad de 250 ml a los cuales se adiciono
150 ml de diclorometano como disolvente y se procedié al ensamblado del
equipo Soxhlet, el cual se calenté hasta punto de ebullicibn y se mantuvo el

reflujo en esas condiciones en un periodo de 8 horas.

Posterior a las ocho horas, el diclorometano con hidrocarburos obtenido del
equipo Soxhlet fue concentrado mediante un rotavapor a 70 rpm y a una
temperatura de 50 ° C. A la muestra concentrada del matraz se le agrego
nuevamente diclorometano y con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico se
extrajeron y colocaron en un filtro, el cual contenia sulfato de sodio con la
finalidad de recuperar el 98% de crudo libre de humedad y particulas finas de
suelo; esto se llevé a cabo sobre un vial con capacidad de 1.5 mililitros. Una vez
recuperado el hidrocarburo se evaporé el disolvente por 24 horas, cuando este

se evaporo, los HTP se calcularon con la siguiente formula:

Peso del vial s/crudo- peso del vial c/crudo = Concentracion HTP

Cantidad del suelo

No obstante, también se utiliz6 el hexano como disolvente para la extraccion de
los hidrocarburos con la finalidad de realizar una comparacion entre las

concentraciones obtenidas en este proceso (Anexo 1y 2).
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5.3. Andlisis preliminar de la actividad microbiana en las muestras de
suelo

Para predecir la viabilidad de una técnica de biorremediacion es importante
determinar antes la capacidad degradativa de los microrganismos del sitio
contaminado por lo que se realiz6 el siguiente experimento el cual consistié en
utilizar 10 g de suelo (fase so6lida) y 100 mL de medio mineral (fase liquida) (1:10)
dicha solucién se mezclé mediante un agitador durante un mes con el fin de
estimular la actividad microbiana y calcular la concentracion de hidrocarburos.
Posteriormente se separaron las dos fases por vacio y se le adiciono
diclorometano a cada una para separar el petroleo presente en ellas, este fue
extraido a través del equipo Soxhlet para saber el porcentaje de remocion de los

HTP. Se determind el porcentaje de degradacion mediante la siguiente formula:
Ci-Cf=X

(X) (100) = % de degradacion

Ci

Dénde: Ci = Concentracion inicial, Cf= concentracion final y X= cantidad de

hidrocarburo removido.

5.4. Identificacibn microbiana y selecciobn de microrganismos
hidrocarbonoclastas

Una vez que se constato la actividad microbiana, se procedi6 al siguiente paso
gue fue el aislamiento microbiano. Se tomo6 1 g de suelo y se le adiciono 9 mL

de medio mineral (Cuadro 3), estos se agitaron y posteriormente se realizaron
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disoluciones seriadas (Figura 4). Con la disolucién 1/10° se realizaron siembras

en agar nutritivo para las bacterias y medio dextrosa Sabouraud para hongos.

Cuadro 3. Composicion quimica para 1L de medio mineral.

Reactivo Formula
Fosfato dibasico de sodio Na2HPO4 2.13¢g
Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 1.30g
Cloruro de amonio NH4ClI 0.50¢g
Sulfato de magnesio MgSO4 0.20g

=) [
/10 1/100 1/10° 1/10* 1/10°
-3 104 105

@ O

Medio nutritivo para bacterias y medio
sabouraud para hongos (solido)

Medio Bushnell Haas (solido)

Figura 4. Aislamiento microbiano mediante disoluciones
seriadas.

Las cepas bacterianas utilizadas para realizar el proceso de biorremediacion
fueron seleccionadas de acuerdo con el crecimiento que presentaron en el medio
Bushnell Haas, las cuales formaban colonias aisladas y en el caso de las cepas
fungicas se tomd una asada de esporas y se sembré en medio Bushnell Haas,
en caso de crecer en este medio, se consideran que los hongos poseen actividad

hidrocarbonoclasta.

Una vez realizado el aislamiento de los microrganimos hidrocarbonoclastas por
sitio, se realizo su identificacion mediante la tincion gram (bacterias) y tincion
azul de algodon (hongos) dichas metologias se encuentran agregadas en el

anexo 4.
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5.5. Cultivo de microrganismos para la biorremediacion del suelo

Las cepas bacterianas y fungicas se activaron en medio LB (bacterias) y medio
de papa natural con dextrosa (hongos) durante 24 horas sometidas a agitacion
de 225 rpm y a una temperatura de 30 °© C hasta alcanzar una D.O de 3.51 la
cual representa una concentracion de 107 células/mL, en un espectrofotbmetro

Beckman a una longitud de onda de 600 nm (inoculo).

5.6. Degradacion de HTP bajo condiciones experimentales

Para el desarrollo de los tratamientos de biorremediacién se prepararon tres
tratamientos (T) diferentes, que consistieron en lo siguiente: T1-Bioaumentacion
con bacterias, T2- Bioaumentacion con hongos y T3-Biaumentacion con
bacterias y hongos. Estos tratamientos se realizaron por triplicado en matraces
Erlenmeyer de 150 mL, cada matraz contenia 20 g de suelo contaminado del
sitio a evaluar, 18 mL de medio mineral y 2 mL de inoculo (Cuadro 4) (1:1 P-V),
el inoculo bacteriano estaba compuesto de un consorcio formado de seis cepas
bacterianas (C6-TBB, C7-TBB, C10-TBB y C1-T,C3-T,C7-T) y para el inoculo
fungico solo se utilizd6 un hongo del género Aspergillus (H3-TBB), los
tratamientos se llevaron a cabo a una temperatura de 35 °C dentro de una
incubadora con agitacion orbital de 150 RPM, sin luz, simulando un RSA (Figura

5) durante 30 dias.

Cuadro 4. Composicién de los tratamientos bioldgicos.

Tratamiento Suelo In6dculo Medio
mineral
Bioaumentacién con 209 2 mL bacterias 18 mL
bacterias
Bioaumentacién con 20 g 2 mL hongos 18 mL
hongos
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Bioaumentacién con
hongos y bacterias

209

1 mL de
bacterias, 1 mL
de hongos

18 mL

Figura 5. RSA simulado.

Transcurridos los 30 dias de incubacion, el porcentaje de degradacion de HTP

fue calculado mediante la siguiente formula:

Mg = Tiempo inicial- Tiempo final

Kg Tiempo final

X 100 = % de degradacion
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VI. RESULTADOS

6.1. Propiedades fisicas de Temapache y Tierra Blanca Boxter, Ver.

De acuerdo con los analisis fisicos realizados de manera superficial (0-30 cm)
en el area contaminada y en el area conservada se obtuvieron tres tipos de suelo
diferentes: franco limoso, franco arcilloso-limoso y arcilla arenoso. La densidad
aparente vario de 1.25 g/cm® a 1.17 g/cm?® en Tierra Blanca Boxter y en
Temapache esta fue de 1.3 g/cm® a 1.4 g/cm?® catalogandose como normal
(Velasco, 1983; Maruri y Rodriguez, 2014). La humedad fue de 12 %-17 % en
Tierra Blanca Boxter y Temapache presenté una humedad de 20 %-25 %. La
salinidad se consider6 como muy baja en ambos sitios, Tierra Blanca Boxter
presento cifras de 0.00568 ppm- 0.0186 ppm y en el Temapache esta fue de
0.0131 ppm- 0.0399 ppm, por los valores anteriores dicho suelo se catalog6
como no salino (Velasco, 1983; Maruri y Rodriguez, 2014). La temperatura en

Tierra Blanca Boxter fue de 24-28 ° C y en Temapache 24-25° C (Cuadro 5).

Cuadro 5. Propiedades fisicas de Tierra Blanca Boxter y Temapache, Ver.

Tierra Blanca Boxter
Propiedad 0-30 cm Sitio conservado
0-30 cm
Textura Franco limoso Franco arcilloso-
limoso
Densidad aparente 1.5 g/cm3 117 g/cm3
Salinidad 0.0186 ppm 0.00568 ppm
Humedad 17 % 12 %
Temperatura 24°C 28°C
Temapache
Propiedad 0-30 cm Sitio conservado
0-30 cm
Textura Arcilla arenoso Arcilla arenoso
Densidad aparente 1.3 g/cm3 1.4 g/cm3
Salinidad 0.0399 ppm 0.0131 ppm
Humedad 25 % 20 %
Temperatura 24°C 25°C
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6.2. Propiedades quimicas de Tierra Blanca Boxter y Temapache, Ver.

Los resultados de los andlisis quimicos del suelo mostraron un pH 7.5-7.6
unidades en Tierra Blanca Boxter y en Temapache 6.7-7 unidades
catalogandose este como ligeramente alcalino (Velasco, 1983; Maruri vy
Rodriguez, 2014). Por otro lado, la materia organica registré un valor de 7. 38
%-10.65 % en Tierra Blanca Boxter la cual varié de extremadanamente pobre a
extremadamente rica, en Temapache esta present6 valores de 1.30%- 2.79 %.
En la determinacién de minerales el nitrégeno fue muy bajo, los valores que se
registraron de este elemento en Tierra Blanca Boxter fueron 0.30%-0.52 % y
para Temapache se registré un valor de 0.065 %-1.13%, mientras que el fosforo
presentd valores medios, en Tierra Blanca Boxter las cifras fueron 1.25 mg/L-

5.24 mg/L y para Temapache 6.6 mg/L- 5.8 mg/L (Cuadro 6).

Cuadro 6. Propiedades quimicas de Tierra Blanca Boxter y Temapache, Ver.

Tierra Blanca Boxter
Propiedad 0-30 cm Sitio conservado
0-30 cm
pH 7.5 7.6
Materia organica 7.38 % 10.65 %
Fosforo 1.25 mg/L 5.24 mg/L
Nitrogeno 0.30 % 0.52 %
Temapache
Propiedad 0-30 cm Sitio conservado
0-30 cm
pH 6.7 7
Materia organica 279 % 1.30 %
Fosforo 6.6 mg/L 5.8 mg/L
Nitrégeno 1.13 % 0.065 %

22



6.3. Extraccion de HTP de Tierra Blanca Boxter y Temapache, Ver.

En Tierra Blanca Boxter, se registré un valor inicial de HTP superior a lo que
establece la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012, el cual fue de 17,701 mg/kg en
el area contaminada y en area conservada 2,281 mg/kg. En Temapache el valor
también supero lo establecido, siendo de 46,424 mg/kg y en area conservada

9,138 mg/kg.

6.4. Analisis preliminar de la actividad microbiana en las muestras de
suelo

En Tierra Blanca Boxter se presentd una concentracion inicial de 17, 701 mg/kg
y transcurrido el mes de atenuacion natural los HTP disminuyeron a 15,153
mg/kg lo que corresponde a 14% de remocion. Mientras que, para Temapache,
la concentracion inicial fue de 46, 424 mg/kg y transcurrido un mes de atenuacion
natural los HTP disminuyeron a 16,821 mg/kg lo que corresponde a 63% de

remocion.

6.5. Identificacion y seleccién microbiana: bacterias y hongos

Fueron identificadas 19 cepas bacterianas en ambos sitios con morfologia
variada (bacilos, cocos y barras alargadas), 13 de estas resultaron ser Gram
negativas y seis Gram positivas. Es importante resaltar que, de las 19 cepas
aisladas, unicamente 10 fueron catalogadas como hidrocarbonoclastas de estas
se utilizaron seis cepas para conformar el consorcio microbiano (C6-TBB, C7-
TBB, C10-TBB y C1-T, C3-T, C7-T) para el proceso de biorremediacion debido
a que estas se caracterizaron por formar cultivos axénicos.

De los hongos aislados, crecieron cinco hongos diferentes, los cuales

pertenecen a tres géneros: Rhizopus (1), Aspergillus (2), Cunninghamella (1) y
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uno de estos se encuentra el proceso de identificacion en el Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB)
ubicado en la Universidad Autbnoma del Estado Morelos (UAEM) en la ciudad
de Cuernavaca, Morelos (Anexo 3), los hongos anteriores presentaron actividad
hidrocarbonoclasta, no obstante, se utilizé el hongo (H3-TBB) debido a que este
corresponde al género aspergillus y de acuerdo con Medina et al., (2014); Araujo
et al., (2016); Vazquez Martinez et al., (2017), se han obtenido resultados

significativos de degradacion.

6.6. Valoracion de la eficiencia de los tratamientos biolégicos de
descontaminacién de Tierra Blanca Boxter y Temapache, Ver.

En la figura seis y siete se describe el porcentaje de degradacién de los
consorcios microbianos utilizados en el proceso de biorremediacion de Tierra
Blanca Boxter y Temapache, Veracruz el cual se conformoé de tres tratamientos:
T1 Bioaumentacion con bacterias, T2 Bioaumentacibn con hongos y T3
Bioaumentacién con bacterias-hongos y en la figura ocho se describen las
concentraciones de HTP del dia cero a los 30 dias del experimento, demostrando

que el T3 fue el mas efectivo con una remocion de 25.31% (TBB) y 68.43 % (T).
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Figura 6. Concentracion inicial y final HTP por RSA de Tierra Blanca Boxter.

Cuadro 7. Concentracion inicial y final (Promedio + desviacion estandar) de los
resultados obtenidos de degradacién en Tierra Blanca Boxter.

Tratamientos biolégicos
Concentracion inicial 17,701 mg/kg
Bioaumentacién con bacterias 13689.33 + 1986.61 mg/kg
Bioaumentacién con hongos 14589.00 + 2421.38 mg/kg
Bioaumentacién con bacterias y 13220.00+ 5715.00 mg/kg
hongos
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Figura 7. Concentracion inicial y final HTP por RSA de Temapache.

Cuadro 8. Concentracion inicial y final (Promedio + desviacion estandar) de los
resultados de degradacion obtenidos en Temapache.

Tratamientos bioldgicos
Concentracion inicial 46,424 mg/kg
Bioaumentacién con bacterias 21890.33 +12483.22 mg/kg
Bioaumentacion con hongos 17298.00 £ 3855.61 mg/kg
Bioaumentacién con bacterias y 14654.33 £ 1701.30 mg/kg
hongos
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VIl. DISCUSION

El estado de Veracruz ademas de ser uno de los estados de la republica
mexicana donde mas se extrae petrdleo, también se destaca por sufrir problemas

de contaminacion debido a las actividades de la industria petroquimica.

En este estudio, se encontrd que la concentracion de los HTP en dos localidades
del municipio de Alamo, Temapache sobrepasa los limites permisibles
establecidos por la NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2013. En Tierra Blanca Boxter,
se present6 una concentracién de 17, 701 mg/kg y en Temapache fue de 46, 425
mg/kg, quedd demostrado que ambos sitios estan contaminados y sobrepasan
lo establecido por la norma antes mencionada. Por otra parte, los sitios
conservados presentaron una concentracion de 2,281 mg/kg (TBB) y 9,138
mg/kg (T), las registradas anteriormente nos permitieron deducir que el area
considerada como conservada también se encuentra afectada por los derrames
gque se han presentado en los pozos de estos sitios. Se ha detectado
acumulaciones de gases toxicos en grandes concentraciones en zonas
contaminadas por hidrocarburos, los cuales impactan de manera negativa en el
ambiente afectando humanos, plantas, animales e incluso microorganismos
(Caparo, 1912; Granados et al., 2010).

Los suelos contaminados por petroleo son considerados como un microhabitat
adecuado para el crecimiento de bacterias degradadoras (Alexander, 1994;
Martin et al., 2004; Gomez et al., 2008; Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015).
La microbiota nativa (TBB y T) encontrada se compuso de 19 cepas bacterianas
y 5 cepas fungicas. Cabe de mencionar que, de las 19 cepas bacterianas, 10 de

ellas se catalogaron como hidrocarbonoclastas. En otros estudios como Machin-
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Ramirez et al., 2007 se identificaron bacterias hidrocarbonoclastas, Aburto-
Medina et al., (2012) (2) cepas, Haddad et al., (2015) (1) cepa, Abou-Shanab et
al., (2016) (3) cepas, Koshlaf et al., (2016) (2) cepas, Patowary et al., (2016) (1)
cepay Zhu et al., (2016) (2) cepas.

Los hongos identificados en este estudio pertenecen a los géneros Aspergillus,
Rhizopus y Cunninghamella. Investigaciones como la de Medina et al. (2014);
Araujo et al. (2016) y Vazquez Martinez et al. (2017), identificaron hongos del
mismo género, los cuales, segun Herrera y Ulloa (2013) han sido utilizados con
éxito en procesos de biorremediacion de suelos y aguas contaminadas por
petréleo.

A pesar de que en los suelos contaminados por hidrocarburos hay una amplia
diversidad de microrganismos y la mayoria de estos tienen actividad
hidrocarbonoclasta, esta actividad se puede ver afectada por factores
ambientales de gran importancia como la temperatura, pH, materia organica y
nitrégeno, inhibiendo su crecimiento, lo cual fue constatado en este estudio.

La temperatura mesofilica adecuada de los microorganismos segun Bamforth y
Singleton (2005) tiene un rango de 15-45 °© C, este factor varid en el sitio donde
se recolectaron las muestras (TBB y T) 28-35 °C y en el sitio donde se realiz6 el
proceso de biorremediacion (Cuernavaca, Morelos) 12-26 °C, dicha variacién
pudo afectar el desarrollo de la microbiota nativa (TBB y T); no obstante se
mantuvo dentro del rango y cuando esta se encuentra dentro de lo establecido
la degradacion se ve favorecida debido a que los microorganismos se desarrollan
adecuadamente (Bamforth y Singleton, 2005; Brultti et al., 2018).

El pH es un factor importante en la recuperacion de suelos contaminados por

hidrocarburos debido a que las poblaciones microbianas se pueden ver
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afectadas, el nivel 6ptimo para el desarrollo de la actividad microbiana es de 6-8
unidades (Volke y Velasco, 2002; Bamforth y Singleton, 2005; Gémez et al.,
2008; Brutti et al., 2018). En Tierra Blanca Boxter se obtuvo un valor de 7.3-7.6
unidades y en Temapache 6.7-7 unidades, encontrdndose estos resultados
dentro de las unidades establecidas.

En suelos ricos de materia organica predominan poblaciones bacterianas y
fungicas de acuerdo con Volke y Velasco (2002); Julca-Otiniano et al., (2006).
Lo antedicho coincide con los resultados obtenidos, en Tierra Blanca Boxter se
obtuvo cifras mas altas de materia organica y una mayor tasa de
microorganismos. La cantidad de materia organica present6 valores de 0.08-
10.65 % en Tierra Blanca Boxter y 1.30-2.79 % en Temapache, catalogando los
suelos analizados como extremadamente pobres a ricos (Velasco, 1983; Maruri
y Rodriguez, 2014).

Se ha encontrado que, los suelos ricos en nitrégeno tienen marcada la actividad
metabdlica y la capacidad de desarrollar biomasa (Acuia et al., 2007). En este
estudio, la concentracion de nitrogeno fue alta en ambos sitios (TBB y T), los
valores de este elemento variaron de 0.30-0.62 % (TBB) y 0.13-0.075 % (T),
dichos resultados permitieron que los microorganismos nativos utilizados
durante el proceso de biorremediacién metabolizaran con mas facilidad los
hidrocarburos.

De acuerdo con lo anterior y con los resultados obtenidos de degradacion y los
resultados de temperatura, pH, materia organica y nitrdgeno, estos factores
favorecieron los tratamientos biolodgicos aplicados (T1, T2, T3), alcanzando
valores superiores de degradacion a los obtenidos por otros autores como

Machin-Ramirez et al. (2007) y Aburto-Medina et al. (2012). En Tierra Blanca
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Boxter se obtuvo un valor de 13,689 mg/kg con bacterias, 14,589 mg/kg con
hongos y 13, 220 mg/kg con bacterias y hongos, siendo el tercer tratamiento el
mas efectivo al remover un 25.31 % de HTP. En Temapache se obtuvo un
promedio de reduccién de 21,890 mg/kg con bacterias, 17,298 mg/ kg con
hongos y 14,654 mg/kg con bacterias y hongos, siendo el tercer tratamiento el
mas efectivo al remover un 68.43 % de HTP. Resultados similares de reduccion
de HTP con RSA se pueden observar en el estudio de Machin-Ramirez et al.,
(2007), en donde se alcanza un 24 % de reduccién en 15 dias. En otras
investigaciones con RSA como Aburto-Medina et al., (2012), se alcanz6 un 41.3-
51.6 % de reduccion en 42 dias. Con relacién a lo antes citado y al porcentaje
obtenido en esta investigacion el cual fue superior, queda demostrado que la

técnica empleada en el presente trabajo resulta efectiva a corto plazo.

Los resultados obtenidos en este proyecto serviran como consulta y referente
bibliografico para futuras investigaciones ya que de los sitios estudiados no se
encontraron reportes. Es importante mencionar que es de gran importancia para
futuras investigaciones realizar el analisis de degradacion por parte de los
microorganismos de forma individual para poder conocer su comportamiento de
estos y determinar su capacidad degradativa con el objetivo de alcanzar

porcentajes mas altos de degradacion mediante la técnica de RSA.
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VIlIl. CONCLUSIONES, APLICACION PRACTICA DEL

TRABAJO Y RECOMENDACIONES

8.1. Conclusiones

Las propiedades fisicas y quimicas en los suelos estudiados (TBB y T) varian de
acuerdo con la topografia de cada sitio.

Con respecto a la microbiota nativa (TBB y T), se identificaron 19 cepas
bacterianas y 5 cepas fungicas.

De las 19 cepas bacterianas, 10 de ellas se catalogaron como
hidrocarbonoclastas.

Las concentraciones de HTP registradas en ambos sitios conservados,
sobrepasaron los limites permisibles establecidos por la NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012.

De los tres tratamientos empleados se comprobd que para ambos sitios (TBB y
T) tuvo mayor eficiencia la bioaumentacioén con bacterias y hongos ya que con

este tratamiento se alcanz6 25.31-68.43 % de degradacion en 30 dias.

8.2. Aplicacién préactica del trabajo

Este proyecto se realizd con la finalidad de contrarrestar el dafio ambiental
ocasionado por derrames de hidrocarburos en las localidades de Tierra Blanca
Boxter y Temapache, Veracruz el cual se deriva de las fugas generadas en los
pozos petroleros que se encuentran en estos sitios. De acuerdo con los
resultados que se obtuvieron se considera que la técnica aplicada “Reactores de
suelos activados” podria ser utilizada a mayor escala para reducir la presencia

de hidrocarburos en estas dos localidades y zonas aledafias. Ademas de que la
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técnica RSA tiene importantes ventajas como: Esta estrategia puede ser utilizada
a pequefia y gran escala, es efectiva a corto plazo, la actividad microbiana es

estimulada a través de la agitacion lo que favorece la degradacion.

8.3. Recomendaciones

Para que el proceso de biorremediacion logre ser efectivo es necesario

considerar las siguientes dos fases:

Fase de laboratorio:

- Muestreo: Delimitacion del area de estudio, recoleccion de muestras de suelo
y analisis de propiedades fisicas y quimicas.

- Extraccion de HTP: Meétodo 3540 C EPA (2015) y NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012.

- Aislamiento, identificacion y seleccibn de microrganismos nativos con
capacidad hidrocarbonoclasta: Bacterias y hongos.

- Andlisis preliminar de la actividad microbiana en las muestras de suelo.

Fase de campo:

Para desarrollar dicho proceso es necesario cumplir con todas las variables
antes mencionadas (nitrégeno, fosforo, materia organica, pH, salinidad,
temperatura, humedad, textura, densidad aparente y HTP), una vez que se
demuestre que se estan degradando los hidrocarburos por medio de los
microorganismos nativos podria llevarse a esta escala, sin embargo, es de gran
importancia evaluar previamente la capacidad degradativa de las cepas de
manera individual ya que estas fueron utilizadas como consorcio, incluso podrian

modificarse los tratamientos en cuanto al nimero de repeticiones y composicion,
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adecuandolos a las necesidades de cada sitio donde se consideraria la
dimensién del area afectada, volumen de suelo, tiempo del impacto generado,
cantidad de derrames y fechas en las que han ocurrido. Ademas, de que dicha
propuesta debe de ser planteada y aprobada por la empresa privada que ha

generado el impacto.

También es importante considerar los siguientes puntos, los cuales serviran para

reforzar el proyecto propuesto en caso de llevarlo a cabo.

e Realizar el perfil y el fraccionamiento de los hidrocarburos para saber su
composicién y que fracciones se estan degradando.

e Evaluar la capacidad degradativa de las cepas seleccionadas en el
proceso de biorremediacion de manera individual.

e Determinar la fuente de carbono CO2 de los microorganismos nativos.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Método 3540 C establecido por la EPA utilizando hexano como
disolvente

Se utilizé 5 g de suelo seco y finamente molido en papel filtro y se introdujo en
dedales de celulosa, posteriormente se colocaron dentro de la columna

extractora del equipo Soxhlet.

Se utilizaron matraces de bola con capacidad de 500 mL los cuales fueron
pesados en una balanza analitica y se tomaron los datos de peso. A
continuacion, se adiciono 90 mL de hexano como disolvente y se procedio al
ensamblado del equipo Soxhlet, se inici6 el calentamiento hasta alcanzar el
punto de ebullicion y se mantuvo el reflujo en esas condiciones durante un
periodo de 8 horas de tal manera que se efectlio entre 6 y 8 reflujos por hora,

esto con la finalidad de permitir la liberacion de los analitos.

Posterior a 8 horas el Hexano fue recuperado y los matraces conteniendo los
hidrocarburos, se colocaron en un desecador para la evaporacion total del
solvente durante doce horas, previamente el peso de los matraces se volvié a

registrar.

La concentracion total del HTP, se calculd de la siguiente manera:

HTPs (mg kg -1 de s.s.) = (RB-RA) * (FC) / (P* FH)

Doénde:

HTP’s (mg kg de s.s) = hidrocarburos totales de petréleo en mg/kg de suelo seco.

RA= peso (mg) del recipiente vacio a peso constante.
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RB= peso (mg) del recipiente con el extracto organico concentrado.

P= cantidad del suelo extraido (g).

FH= factor de correccion de humedad (1-(% humedad/100)).

FC= factor de correccion para transformar a kg de s.s. = 1000.

El resultado se expresara en mg de HTP/kg de suelo seco.

Anexo 2. Resultados obtenidos durante la extraccion de HTP con Hexano

Mediante este disolvente la concentracion de HTP en ambos sitios presento

valores diferentes (Cuadro 9).

Cuadro 9. Resultados de HTP con Hexano

Tierra Blanca Boxter sitio
contaminado

Temapache sitio
contaminado

14, 341.2 mg/kg

19, 185 mg/kg

Tierra Blanca Boxter sitio
conservado

Temapache sitio
conservado

292. 65 mg/ kg

3, 758.2 mg/kg
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Anexo 3. Aislamiento microbiano de Tierra Blanca Boxter y Temapache,
Ver

Cuadro 10. Bacterias aisladas de Tierra Blanca Boxter

C1-TBB Bacilos cortos Negativo (-)
C2-TBB Bacilos cortos Negativo (-)
C3-TBB Diplobacilos Positivo (+)
C4-TBB Bacilos cortos Negativo (-)
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C5-TBB Bacilos cortos Negativo (-)
C6-TBB Bacilos largos Negativo (-)
e
\ -a-
4 ; }
\ I( P4 l\i\\i ' |
C7-TBB W ,.),.L Bacilos medios Negativo (-)
/ @ o\ L / £
A o ' N
-(",) - ey
f/ ,&f P
Cocobacilos Negativo (-)
C8-TBB
»
°
¢
"
C9o-TBB Bacilos largos Positivo (+)




C10-TBB

Estafilococos

Positivo (+)

Cuadro 11. Hongos aislados en Tierra Blanca Boxter

Género

Crecimiento dia dos

Crecimiento dia
cuatro

Rhiz_opus (H1-TBB)

(H3-TBB)
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Cunninghamella (H3-TBB)

Cuadro 12. Bacterias aisladas en Temapache

Cepa 40 X Morfologia Gram
C1-T y Cocos Negativo (-)
. 4
i
C2-T ) P Estafilococos Negativo (-)
e w'y » . v
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“ L4 ’ }
? s « a8 |
B Ml ¥
’ i,l i R o
Lo8TIS = e
C3-T - Estafilococos Negativo (-)
i .‘-‘.
y !
- 2 .
L) . : f’k, 4
n
5 S ’ !
?lx oy R
e Gy ¥ ‘v
. . } » 4
reteot s .
> &S \ =N

46




C4-T

Bacilos cortos

Positivo (+)

C5-T

Barra alargada

Negativo (-)

C6-T

Barra alargada

Positivo (+)

C7-T

Diplococos

Positivo (+)

C8-T

Barras alargadas

Negativo (-)




Co-T

2
W ‘7 z :\ "’1\
A '/;‘ ‘*Q: :
jIN '\‘7“\\\/
g !

x \a‘i\;’ﬂ\ Barras alargadas Negativo (-)
X

Cuadro 13. Hongos aislados en Temapache

Género

Crecimiento dia dos

Crecimiento dia cuatro

Anexo 4. Tincion Gram y azul de algodon

Tinciéon Gram

Con la ayuda de un asa bacteriolégica se tomaron las colonias puras de cada

caja Petri, las cuales fueron puestas sobre portaobjetos donde se le adiciono una

gota de agua destilada y con otro portaobjeto fueron arrastradas, por la parte

inferior se pusieron dos segundos en el mechero para su fijacion, posteriormente

de que fueron fijadas las bacterias, se realizo la tincion Gram la cual consiste en

tefir las bacterias con cristal violeta (1 minuto), lugol (1 minuto), alcohol acetona

(1 minuto), y safranina (30 segundos).
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Azul algodén

La tincion de azul de algodon fue empleada para observar los hongos que fueron
aislados, esta consistio en utilizar un portaobjetos y agregarle una gota de azul
de lactofenol y tomar mediante una aguja de diseccion una fraccion del micelio y
fijarlos en la misma gota, posteriormente se agrego sobre la gota un cubreobjetos

y se observaron en el microscopio.
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